REPUBL1QU 



f R A A 




2 004 /a50289 
2 8 JUtn 2004 



INSTITUT 
NATIONAL DE 
LA PROPRIETB 
INDUSTRIELLS 



BREVET D ' IN VE NTION 



CERTIFICAT D'UT.L.TE - CERTIFICAT D'ADDITION 




COPIE OFFICIELLE 

Le Directeur general de I ' I nstitut national de la propriete 
industrielle certifie que le document ci-annexe est la copie 
certifiee conforme d'une demande de titre de propriete 
industrielle deposee a I'lnstitut. 



Fait a Paris, le . 



I 



CD 

m 

o 
O 

"D 

■< 



DOCUMENT DE PRIORITE 

PRESENTE OU TRANSMIS 
CONFORMEMENT A LA 
REGLE17.1.a)OUb) 



Pour le Directeur general de I'lnsHfut 
national de la propriSte industrielle 
Le Chef du Departementdes brevets 




Martine PLANCHE 



SIEGE 

INSTITUT 26 Us, rue deSaint-Petenbouis 
NATIONAL DE 75800 PARIS cedex 08 
LA ppo ddi c t c Telephone: 33 (0)1 53 04 53 04 
PBOPRIETE Telecopied (0)1 53 04 45 23 
INDUSTRIELLE www.lnpl.fr 



BREVET D'INVENTTON 
CERTIRCAT D'UTILITE 

LAPP 4 OKI CtC 

triouSTP JcuiLt 

26bis, rue de Saint-P&ersbourg Code de la proprtttt intellectuelle-IivreVI 

75800 Paris Cedex 08 

Telephone: 01 53.04.53.04 TStecopie: 01.42.94.86.54 REQU&TE EN D6LIVRANCE 



DATE DE REMISE DES Pl£CES:9r}. OS 
N° D'ENREGISTREMENT NATIONAL: * VwC"^ 
D£PARTEMENT DE D£pOT: ^ _ ^Sol^o 
DATE DE DEPOT: Q -TV 


Jean LEHU 
BREVATOME 

3, rue du Docteur Lancereaux 

75008 PARIS 

France 




Vos r^rences pour ce dossier: B 14352.3 DB DD2521 



1 NATURE DE LA DEMANDE 


Demande de brevet | - 


2 TITRE DEL/INVENTION 




PROCEDE ET DISPOSITIF DE DOSAGE D'UN ECHANTILLON BIOLOGIQUE ™ 
OUCHIMIQUE 


3 DECLARATION DE PRIORITE OU 
REQUETE DU BENEFICE DE LA DATE DE 
DEPOT D'UNE DEMANDE ANTERIEURE 
FRANCAISE 


Pays ou organisation Date N° 


4-1 DbMANDEUR 


Nom 
Rue 

Code postal et ville 
Pays 

Nationality 
Forme juridique 


COMMISSARIAT A L'ENERGIE ATOMIQUE 

31 -33, rue de fa Federation 

75752 PARIS 15eme 

France 

France 

Etablissement Public de Caractere Sclentifique, technique et ind 


5A MANDATAiRE 


Nom 

Prenom 

Qualite 

Cabinet ou SoctetS 
Rue 

Code postal et ville 
N° de telephone 
N° de tetecopie 
Courrier 6Iectronique 


LEHU . - 
Jean 

Liste speciale: 422-5 S/002» Pouvoir general: 7068 
BREVATOME 

3, rue du Docteur Lancereaux 
75008 PARIS 
01 53 83 94 00 
01 45 63 83 33 

brevets.patents@brevalex.com 


6 DOCUMENTS ET FICHIERS JOINTS 


Fichier electronique Pages Details 


Texte du brevet 
Dessins 

Designation d'inventeurs 
Pouvoir general 


textebrevetpdf 26 D 21 , R 4, AB 1 
desslns.pdf 4 page 4, figures 10, Abrege: 

page1,Fig.1 j 




Mode de paiement 
Num£ro du cornpte client 



8 RAPPORT DE RECHERCHE 



Prelevement du compte courant 
024 



Etablissement irnmediat 



9 REDEVANCES JOINTES 



Devise 



Taux 



Quantite 



Montant a payer 



062 D6p5t 

063 Rapport de recherche (R.R.) 

068 Revindication a partir de la 1 1£me 
Total a acquitter 



EURO 
EURO 
EURO 
EURO 



0.00 

320.00 

15.00 



1.00 
1.00 
6.00 



0.00 
320.00 
90.00 
410.00 



Signe par 

Signataire: FR, Brevatome, J.Lehu 

Emetteur du certificat: DE, D-Trust GmbH, D-Trust for EPO 2 0 

Fonction 

Mandataire agree (Mandataire 1) 




BREVET DUSTVENTION 

CERTIFICAT D'UTILITE 



Reception electronique d'une soumission 



II est certifie par la presente qu'une demande de brevet (ou de certificat d'utilite) a ete 
par le biais du depot electronique securise de I'lNPI. Apres reception, un numero 
d'enregistrement et une date de reception ont ete attribues automatiquement. 



Demande de brevet : X 
Demands flp £IJ : 


DATE DE RECEPTION 
TYPE DE tiEPOT 

W D'ENREGISTREMENT NATIONAL 
ATTRIBUE PAR L1NPI 


27juin2003 

INPI (PARIS) - Dep6t Electronique Depot en Hgne: X 

Depot sur support CD: 

0350270 


Vos references pour ce dossier 


614352,3 06 DD2521 


DEMANDEUR 


Nom ou denomination sociale 
Nombre de demandeur(s) 
Pays 


COMMISSARIAT A L'ENERGIE ATOMIQUE 
1 

FR 


TITRE DE LMNVENTION 


PROCEDE ET DISPOSITIF DE DOSAGE D'UN ECHANTILLON 6IOLOGIQUE OU CHIMIQUE ^ 


DOCUMENTS ENVOYES 


package-data.xml 
Design.PDF 

FR-office-specific-info.xml 
dessins.pdf 


Requetefr.PDF 
VaiidLog.PDF 
appiication-body.xml 
indication-bio-deposit.xml 


fee-sheet.xml 

textebrevetpdf 

request.xml 


EFFECTUE PAR 




fcffectue par: 

Date et heure de reception Electronique: 
Empreinte officlelle du depot 


J.Lehu 

27Juin2003 15:54:43 

88:50:DC:43:11:84:3C:A2:5C:D4:CB:C2:F0:78:D6:F8:1C:EC:C8:B9 



/INPI PARIS, Section Depot/ 




NATIONAL DC 

LAPttOPRlEtE 

1NDU5TRIELLC 



SIEGE SOCIAL / 
INSTTfUr 26 We. ruo do Salrt Poterebourg 
NATIONAL DE 75800 PARIS codex 08 
LA PROPRIHTE Telephone ; 01 53 04 53 04 
1N0USTRIELLE T6/6ooplo ; 01 42 93 59 30 

ETABUSSEMENT PUBLIC NATIONAL CREE PAR LA LOI No 51 -444 DU 19 AVRIL 1951 



1 



PROCEDE ET DISPOSITIF DE DOSAGE D'UN ECHANTILLON 
BIOLOGIQUE OU CHIMIQUE 

DESCRIPTION 

5 DOMAINE TECHNIQUE 

La presente invention concerne un precede 
et un dispositif de dosage d'un echantillon biologique 
ou chimique . 

Le domaine de 1' invention est notamment 
10 celui des mesures de concentration de molecules 
fluorescentes appel6es f luorochromes contenues dans des 
solutions. De telles molecules sent utilises pour 
doser la quantite d'une espece biologique donnee. La 
quantite de molecules de cette espece biologique est 
15 alors liee a la quantite de molecules fluorescentes 
Une mesure de 1'intensite emise lors de 1' excitation de 
ces molecules fluorescentes permet, par calibrage de 
1'appareil de mesure utilise, de deduire la quantite ou 
la concentration de molecules biologiques. De telles 
20 mesures sont couramment utilisees en biologie, en 
chimie et en physique. 

Dans la suite de la description, pour des 
raisons de simplification d' expose, 1' invention est 
decrite dans ce domaine de mesures de fluorescence 
25 d'echantillons. 



ETAT DE LA TECHNIQUE ANTERIEURE 

De nombreux appareils de commerce, tels que 
les fluorimetres et les spectro-f luorimetres, 
30 permettent de mesurer la fluorescence d'une solution. 
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Ces appareils permettent d'effectuer une raesure dans 
une cuve dont la geometrie est variable et fonction de 
1' application. 

D'autres appareils de mesure en solution 
5 utilisent des capillaires comme cuve. Ce sont par 
exemple les systemes de mesures pour appareil 
d' electrophorese . 

Dans tous ces appareils on mesure un 
.echantillon place dans une cuve, auquel on associe un 

10 detecteur unique. 

Dans certaines applications de spectro- 
f luorimetrie on utilise des detecteurs multiples. Le 
spectre d' Emission des molecules f luorescentes est 
alors disperse sur un . capteur d' image afin de mesurer 

15 simultanement 1' energie dans toutes les longueurs 
d'onde, ce qui revient & associer un detecteur unique 
pour chaque intervalle spectral. Plusieurs pixels sont 
parfois associes dans la direction orthogonale A celle 
de la dispersion afin de realiser une operation appelee 

20 « binning » qui permet d'augmenter le rapport signal 
sur bruit de chaque mesure spectrale en reduisant le 
bruit de lecture des detecteurs devant le flux de 
. photons. Des detecteurs multiples sont egalement 
utilises dans certains appareils multi-echantillons . ' La 

25 presence de plusieurs echantillons impose alors 
1'emploi .de plusieurs cuves et la. mesure pour chaque 
echantillon est faite via un capteur d' image . 

La sensibilite de detection de tels 
appareils est insuffisante pour doser de faibles 

30 quantites de molecules, typiquement de l f ordre du 
picoMolaire, soit pour faire un diagnostic de maladie, 
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soit pour etudier la purete d'une solution. Certains 
types de dosages sont merae impossibles a faire en 
dessous d'une certaine concentration : dans le domaine 
des immuno-analyses (dosage des antigenes) , le seuil de 
5 detection statistic^ de 1'art connu, exprime en 
concentration de cibles, le plus bas obtenu pour une 
mesure en solution est de 1'ordre de la centaine de 
picoMolaire. Typiquement, les appareils de commerce en 
cuve ne permettent pas de mesurer une fluorescence en 
10 dessous d'une concentration de cibles de InM 
' (nanoMolaire) . 

Pour diminuer la limite de detection on 
pent focaliser la lumiere d'une source laser dans un 
tres petit volume, come cela est realise en 
15 electrophorese capillaire. L' echantillon passe alors 
dans un capillaire de quelques centaines de micrometres 
de diametre. La limite de detection obtenue est de 
1'ordre du nM, comme decrit dans le document reference 
[1] en fin de description. 

20 0n retrouve *™ telle limite de detection 

en marqueurs dans un systeme complexe comportant une 
optique confocale integree scrutant 1'interieur d'un 
capillaire, comme decrit dans le document r6ference 
[2] . 

25 Les syst^mes de mesure utilisant des 

capillaires ne permettent pas un debit d' echantillon 
tres grand, par exemple d'une dizaine a une centaine de 
microlitre /minute. Une mesure sur un echantillon de 
grand volume est done impossible. Le prelevement qui 

30 s'ensuit reduit 1' echantillonnage moleculaire et 
augmente le seuil de detection. Par exemple, s' il est 
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possible de detecter la presence d'une molecule unique 
par des techniques de correlation de fluorescence, 
comme decrit dans document reference [3], le volume 
sonde est tres faible, de l.'ordre du • femtolitre. 
Detecter une molecule dans un tel volume donne une 
limite de detection de l'ordre du nM. 

Pour augmenter la densite de puissance dans 
le volume excite on peut focaliser la lumiere 
d' excitation. Comme 1' emission de fluorescence est 
quasi proportionnelle a la quantite d'energie recue 
lors de 1' excitation, 1' augmentation de la densite de 
puissance permet d' augmenter le nombre de photons emis 
en fluorescence. Pour un systeme de mesure bien concu, 
comme c'est le cas de. la plupart des instruments du 
15 commerce, plus le nombre de photons mesures est grand 
et plus 1' incertitude relative de cette mesure est 
faible. Cette incertitude varie comme y/jjj °£» N est le 

nombre de photons transformer en electrons lors de la 
conversion par le detecteur. Ceci justifie le choix 
d'une augmentation de la densite de puissance dans le 
• volume excite. Cependant, une forte densite de 
puissance s'accompagne d'une photo-extinction "d'autant 
plus rapide que l'energie lumineuse est grande. Pour la 
mesure d'une tres faible concentration de molecules 
25 fluorescentes, il faut alors exposer ce volume pendant 
un temps superieur au temps de photo -blanchiment, qui 
correspond a une propriete des molecules fluorescentes 
consistant a s'arreter d' emettre de la lumiere au bout 
d'un certain temps. Il est alors impossible de 
collecter suffisamment de photons pour atteindre le 
seuil de detection requis. 



20 
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Des facteurs de limitation du seuil de 
detection resident dans 1' auto-fluorescence des 
Hquides, qui est une fluorescence intrinseque de ces 

milieux, et dans la diffusion p*,™**, 

untusion Raman. Le niveau de 

lumiere emis reduit, en effet, les performances de 
detection car l'« offset » de photoluminescence du 
tampon utilise est de meme nature que le signal, dit 
« specif ique », que 1'on veut detecter. Si le systeme 
de mesure est seulement limite par le « bruit de 
grenaille », dit egalement « bruit de photons », alors 
le plus petit signal mesurable au sens statistique S min 
est egal a 3xV^7 , ou « Offset » est une mesure 
exprimee en electrons primaires (electrons resultants 
directement de la conversion des photons par une photo- 
cathode dans le cas d'un photomultiplicateur ou d'une 
surface semi-conductrice) et 3 est un facteur 
arbitraire qui permet de garantir une discrimination a 
99% entre S min et Offset. Pour resoudre un tel probleme 
les solutions de l'art connu realisent : 

1) un choix judicieux des liquides, 

2) un choix du marqueur, 

3) une augmentation du temps de mesure pour 
accumuler des photons, 

4) une augmentation de la puissance 
d'excxtation pour collecter plus de photons. 

Mais le principal facteur de limitation du 
seuil de detection est la non-reproductibilite des 
mesures, qui, pour de faibles niveaux de signaux 
devient tres vite dominante. Cette non reproductibilite 
provient essentiellement d'un mauvais repositionnement 
mecanique de la cuve de mesure et de la lumiere qui est 
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collectee par le menisque liquide dans cette cuve et 
qui est dirigee dans l'espace de facon aleatoire. 

Une solution pour reduire de telles non - 
reproductibilites consiste a realiser 1' injection dans 
la cuve d'un plus grand volume de solution.- Mais une 
telle injection est insuffisante pour obtenir une bonne 
sensibilite. De plus il n' est pas toujours possible ou 
souhaitable de travailler avec des grands volumes. 

Le positionnement mecanique n' est pas 
ameliorable facilement . De plus dans une telle solution 
on ne traite pas, alors, des variations provoquees, par 
exemple, par l'eclairage ambiant et la variation de la 
forme du menisque. 

Une autre solution pour reduire de telles 
non-reproductibilites consiste a utiliser des cuves 
comprenant une fenetre transparente en verre « noir », 
qui corresponde a la zone consideree pour la mesure. 
Mais cette solution reduit le flux de photons collecte 
par le systeme de mesure, et done eleve la limite de 
detection. De plus, elle ne permet pas de connaitre les 
variations de l'« offset », qui peuvent §tre causees 
par une modification de la lumiere ambiante, par un 
mauvais 6tat de surface des faces de la cuve 
(salissures, rayures etc.), par une diffusion provenant 
25 du menisque et des parois. 

Ainsi ces differentes solutions de l'art 
connu ne permettent ni une bonne sensibilite, ni une 
bonne reproducibility des mesures . 

L' invention a pour objet de pallier ces 
inconvenients en proposant un nouveau procede et un 
nouveau dispositif de dosage d'un t echantillon 
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biologique ou chimique qui utilise un dispositif 
d'enregistrement spatial de 1' image de 1' interaction 
entre la lumiere issue d'une source et de cet 
echantillon come moyen pour selectionner les 
informations utiles. 

EXPOSE DE L' INVENTION 

1/ invention concerne un precede de dosage 
d'un echantillon biologique ou chimique, comportant les 
etapes suivantes : 

- introduction eventuelle de 1' echantillon 
dans une cuve dont toutes les faces sont transparentes, 

- eclairement de 1' echantillon au moyen 
d'un faisceau lumineux issu d'une source, 

caracterise en ce qu' il comporte, en outre, 
les etapes suivantes : 

- realisation d'une image comprenant 
1' image de la lumiere diffusee par 1' echantillon, 

- analyse de 1' image selon des cri teres de 

reference, 

- extraction d'une information specif ique a 
1' interaction faisceau lumineux/echantillon, 

- calcul du dosage. 

Dans ce precede la diffusion peut etre une 
diffusion Raman, une diffusion par fluorescence, une 
diffusion moleculaire ou particulaire . L ' analyse peut 
consister en 1' etude de la structure spatiale de 
1' image et de la distribution de I'energie lumineuse 
dans cette image. Le calcul du dosage peut. se faire par 
rapport a un etalonnage entre la mesure d'energie 
lumineuse et la concentration ou la quantite 
d' echantillon. Le calcul du dosage peut egalement se 
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faire par rapport a 1' analyse de la cinetique de la 
reaction biologique ou chimique. 

Dans ce procede, avantageusement, on 
definit une premiere zone d' interet autour de la zone 
de volume excite, et une seconde zone d' interSt 
disposee a c6te de cette premiere zone, et on mesure le 
signal specifique en realisarit la soustraction entre la 
somme ■ de tous les pixels de la premiere ' zone et la 
somme de tous les pixels de la seconde zone. 

L' invention concerne egalement un 
dispositif de dosage d'un echantillon biologique ou 
chimique comportant une cuve dont toutes les faces sent 
transparentes contenant ledit echantillon eclaire par 
un faisceau lumineux issu d'une source, des moyens. 
optiques delivrant un signal-image de 1' interaction 
faisceau lumineux/echantillon, un dispositif. 

d' enregistrement de la structure spatiale ' de cette 
image, des moyens de traitement aptes a filtrer cette., 
image. 

Dans ce dispositif la section de la cuve 
peut §tre rectangulaire, carree, cylindrique ou 
elliptique. La source de lumiere peut §tre un laser a 
gaz, un laser solide, une diode laser, une diode 
electroluminescente, une diode organique ou une lampe 
spectrale qui peut etre une lampe halogene, a mercure, 
a xenon ou a deuterium. Le dispositif d' enregistrement 
peut §tre une camera CCd' ou un systeme a balayage. Les 
moyens optiques peuvent comprendre un systeme 
d'objectif muni d'un filtre d' arret. Le dispositif 
d' enregistrement peut comporter un mono-detecteur 
associe a une matrice de pixels a I transparence 
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programmable. Le dispositif d ' enregistrement peut 
comporter deux detecteurs mono-pixel, qui observent 
chacun une region d'interet. 

L' invention presente les avantages 

suivants : 

- Elle permet d'atteindre une limite de 
detection experimental beaucoup plus faible que celle 
des systemes conventionnels . 

- Elle permet de realiser un dosage en 
utilisant un grand volume" de solution avec un grand 
debit, et done d'envisager des applications comme une 
analyse des eaux de riviere, des systemes d' aeration 
dans des immeubles. 

- Elle n' impose pas de focaliser la lumiere 
dans un petit volume. Le photo-blanchiment des 
molecules f luorescentes est done tres faible. 

- Elle permet, du fait de la geometrie de 
la cuve, d' exciter simultaneities un grand nombre de 
molecules, ce qui permet de collecter de nombreux 
photons . 

Ni l' auto -fluorescence, ni la diffusion 
Raman du milieu liquide ne sont une limitation a la 
sensibilite de 1' invention. Elle permet done de 
travailler avec tous les marqueurs du commerce, ce qui 
reduit les contraintes de marquage. 

- Les non-reproductibilites dues a la 
mecanique de la cuve, le nettoyage ou 1' alteration de 
faces optiques de la cuve, et la presence d' artefacts 
(bulles, poussieres) ne sont plus une eontrainte. 
L' invention permet, par analyse d' image, de les reduire 
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voire de les supprimer. Un decalage de la position de 
la- cuve devant le systeme de mesure de 1' invention ou 
une translation de la lumiere d' excitation du milieu 
peut etre totalement corrige - apres mesure de la 
position de la trace fluorescente dans 1' image 
enregistree. De meme, des poussieres. presentes dans le 
volume excite, qui pourraient modifier de facon 
significative la mesure, sont de petite taille devant 
le volume excite, et peuvent ainsi §tre reperees et 
retirees de la mesure sans perdre celle-ci, ce qui est 
impossible a realiser avec un mono-detecteur . En cas 
d' alteration des faces optiques de la cuve, qui peut 
entrainer une modification de la quantite de lumiere 
qui excite ef f ectivement 1' echantillon, 1' invention 
permet de connaitre les variations de la puissance 
effective et de corriger la mesure. 

- Les variations de lumiere ambiante 
causees soit par 1' echantillon soit par 1' environnement 
sont compensees, par une mesure dans 1' image, puis, un 
retrait des « offsets » possibles. 

- L' analyse de 1' information dans une image 
peut etre conduite a partir d' elements determines a 
l'avance (fonction d' eclairement, positions 
predeterminees des differentes zones utiles), ou de 
facon dynamique pour faire face a des perturbations 
aleatoires et/ou imprevues par application de methodes 
de traitement des images (maximisation de l'entropie, 
reseau de neurones) . 

- La dynamique de dosage de 1' invention, 
qui, pour un certain type de mesures, permet 
d'atteindre experimentalement une dynamique de dosage 
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biologique de 2 200, est tres superieure a celle de 
l'art connu, qui, pour un meme type de mesures, est 
comprise typiquement entre 5 et 10 . 

L' invention est applicable dans de nombreux 
domaines, et notamment : 

- dans tous les domaines ou il est utile de 
faire la mesure d'une solution f luorescente, 

- en biologie, plus particulierement pour 
le dosage de molecules biologiques ou d' interet 
biologique : antigenes, anticorps, peptides, ADN, 
cellules, bacteries..., pour le diagnostic clinique, 

- en chimie (dosage) , 

en pharmacie : dosage d'activite, 

contamina t i on... , 

- en physique : recherche de traces de 
produits, fluidique, analyse de melange.... 

BREVE DESCRIPTION DBS DESSINS 

La figure 1 illustre une vue de dessus d' un 
premier mode de realisation du dispositif de 
1' invention. 

Les figures 2 et 3 illustrent une image de 
la cuve obtenue avec le dispositif d' enregistrement 
d' image represents sur la figure 1. 

Les figures 4 a 6 illustrent un second mode 
de realisation du dispositif de 1' invention. 

La figure 7 illustre un troisieme mode de 
realisation du dispositif de 1' invention. 

Les figures 8 a 10 illustrent trois 
exemples de realisation du dispositif de 1' invention. 
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EXPOSE DETAILLE DE MODES DE REALISATION PARTICULARS 

Le procede de 1' invention est un procede de 
dosage (mesure d'une concentration ou d'une quantite) 
d'un . echantillon biologique ou d' interet biologique 
(antigenes, anticorps, peptides, ADN, cellules, 
bacteries, toxines) ou chimique (solvant, gaz dissous, 
formulation, activite chimique), qui peut etre un 
solide, un liquide, un gel... 

Dans un premier mode de realisation 
illustre sur la figure 1, un echantillon 10 est eclaire 
par' un faisceau lumineux 17 issu d'une source 11 
accordee avec le fluorochrome employe. On peut utiliser 
par exemple un laser Argon 488 nm pour de la 
fluoresceine ou un laser Helium-Neon a 633 nm pour du 
Cy5. L' echantillon 10 est place dans une cuve 12, par 
exemple de section rectangulaire dont toutes les faces 
sont transparentes. La section de cette cuve 12 peut, 
en effet, etre rectangulaire, carree, cylindrique ou 
elliptique. Un systeme d'objectif 13, equipe d'un 
filtre d' arret 14, est monte devant un dispositif 
d'enregistrement de la structure spatiale d' une image 
15, par exemple une camera CCD ou un systeme a 
balayage, relie a un organe de traitement 16. Le 
dispositif 15 qui recoit le faisceau 18 diffuse par 
1' echantillon 10, permet 1' enregistrement d'une image 
de laquelle peut etre extraite un signal specif ique de 
mesure . 

Le procede de 1' invention comprend les 
etapes suivantes : 

- eclairement de 1' echantillon f 10 au moyen 
du faisceau lumineux 17 issu de la source 11, qui peut 
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Stre un laser a gaz, un laser solide, une diode laser, 
une diode electroluminescent e, une diode organique, une 
lampe spectrale comme une lampe halogene, a mercure, a 
xenon, a deuterium, 

- realisation d'une image du faisceau 
lumineux 18 diffuse par 1' echantillon 10, 1'origine de 
la diffusion pouvant etre une diffusion Raman, une 
diffusion par fluorescence, une diffusion moleculaire 
(diffusion Rayleight) ou particulaire (utilisation de 
nano-particules) , 

- analyse de 1' image par rapport a des 
references, cette analyse consistant alors en 1' etude 
de la structure spatiale de 1' image et de la 
distribution de 1'energie lumineuse dans cette image 
ces references etant constitutes, par exemple, par 
1' experience d'un utilisateur ou par des criteres 
morphologiques (forme et position d'une trace 
lumineuse), photometrique (frequences des variations 
spatiales de la lumiere dans 1' image), statistiques 
(variation d' estimateurs de mesures, d'entropie dans 
1' image) , 

- extraction de 1' information specifique a 
1' interaction entre le faisceau 17 et 1' echantillon 10 
cette extraction consistant, par exemple, en del 
operations arithmetiques entre 1' image et d' autres 
images ou des constantes (par exemple, des 
soustractions, additions, divisions, multiplications), 
morphologiques (erosion, dilatation, binarisation, 
detourage, segmentations, correction de decalage) • ou 
Photometriques (corrections polynomiales, convolutions, 
filtres, seuillages), 
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- calcul du dosage, ce calcul se faisant 
par rapport a un etalonnage entre la mesure d' energie 
lumineuse et la concentration ou la quantite de 
l'echantillon biologique ou chimique. Ce calcul peut 
aussi etre effectue en enregistrant la cinetique de la 
reaction biologique ou chimique et en analysant cette 
cinetique par des methodes connues de l'homme de l'art. 

Dans le procede de 1' invention la mesure 
est faite dans une image obtenue par le dispositif 
d' enregistrement de la structure spatiale d' une image 
15. L' invention ne reside pas dans l'emploi d' un tel 
dispositif 15 mais principalement dans : 

- le fait d' enregistrer le faisceau 18 
diffuse par l'echantillon 10 sous la . forme d' une image/ 

- le fait d'extraire 1' information de cette 

image, 

le c6te adaptatif obtenu par 
1' application d' une analyse de l'image. 

La figure 2 illustre l'image de la cuve 12 
obtenue avec le dispositif d' enregistrement de la 
structure spatiale d' une image 15. La cuve peut avoir 
des dimensions plus petites que celles de l'image. Elle 
peut par exemple etre remplacee par un ou plusieurs 
capillaires . 

De plus, le faisceau lumineux peut etre 
indifferemment plus petit ou plus grand que la cuve. 

Dans cette image on peut distinguer 
plusieurs zones : 

- une .zone 20 de volume eclaire, qui 
correspond au volume de la cuve 12 excite par le 
faisceau 17, I 



B 14352.3 DB 



15 



10 



30 



' la Z ° ne 21 entree de ce faisceau • 17 
dans la cuve 12, 

- la zone 22 de sortie de ce faisceau 17 de 

la cuve 12, 

- une zone 23 de menisque, 

- une zone 24 d' artefact. 

On peut ainsi, comme illustre sur l a fi g Ure 
3, definir une premiere region d'interet 25 autour de 
la zone 20 de volume eclaire et une deuxieme region 
d'interet 26 disposee a cote de cette zone 25 La 
mesure du signal specifique est alors donne par le 
calcul : X RIl - 2RI2 ; Cest-a-dire la soustraction entre 
la somme de tous les pixels de la premiere region 
d'interet 25 et la somme de tous les pixels de la 
15 seconde region d'interet 26. 

SUr la fi ^re 3 les deux regions d'interet 
et 26 ont la meme taille, ce qui n'est pas 
xndxspensable. Lorsque ces regions n'ont pas la meme 
taxlle, il suffit soit de realiser un moyennage des 
nxveaux de gris de chaque region, soit une ponderation 
des valeurs par le nombre de pixels. 

L' analyse de V image ainsi representee 
conduit a certaines observations : 

"La trace fluorescente du faisceau 
lumxneux (zone 20) donne le signal specifique. 

- Le menisque (zone 23), delimitant le 
ixquide de 1'air, est fortement lumineux. Son origine 
Provient de ladite trace. La forme de ce menisque est 
fortement aleatoire. L' amplitude du signal provenant de 
ce menisque est done tres variable. 
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- Un artefact (zone 24) peut etre, pour un 
montage donne, une rondelle ressort destinee £ assurer 
un bon positionnement mecanique de la cuve 12, 

Les .zones 21 . et 22 correspondent 
5 respectivement aux points d r entree et de sortie du 
faisceau lumineux dans la cuve 12. 

Avec un autre reglage des seuils 
d'affichage, on peut mieux mettre en evidence les 
niveaux de lumiere les plus faibles. 

10 Le procede de 1' invention permet 

d'ameliorer le coefficient de variation CV (ecart 
type/moyenne) . En effet le coefficient CV obtenu avec 
le procede de 1' invention est bien infer ieur au 
coefficient CV calculi en faisant la soinme de tous les 

15 pixels d'une camera CCD, qui correspond & une mesure 
faite avec un mono-detecteur . Le coefficient CV obtenu 
avec le procede de 1' invention est d'ailleurs du meme 
ordre de grandeur que celui obtenu avec un grand volume 
de solution, comme envisage precedemment dans 

20 1' introduction de ladite demande. Ce coefficient CV 
obtenu avec le procede de 1' invention est plus faible 
que celui obtenu par la mesure dans chacune des zones 
d' interet 25 et 26. La soustraction des mesures 
effectuees' dans ces deux zones d' interet permet de 

25 corriger des variations d' eclairage qui affectent 
toutes* les regions. L' invention permet d'effectuer 
ainsi un f iltrage spatial dans le plan qui permet 
d'extraire le signal contenant 1' information specif ique 
du phenomene de fluorescence. De plus 1' invention 

30 permet d'extraire les regions d' interet qui sont 
vraiment pertinentes dans une image ouf une pseudo- 
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image, alors qu' un systeme de mesure utilisant un seul 
detecteur mono-pixel ne peut pas realiser une telle 
fonction. 

Dans un second mode de realisation, un 
mono-detecteur associe a une matrice de pixels a 
transparence programmable 30 telle qu' une matrice de 
cristaux liquides ou de micro-miroirs ou tout autre 
systeme equivalent est dispose devant la cuve 12 
illustree sur la figure 4. Cette matrice 30 est 
intercalee entre la cuve 12 et le detecteur via un 
systeme de formation des images ou non. On realise 
alors une premiere mesure en « ouvrant » les pixels 
correspondent a la premiere zone d' interet 25, comme 
illustre sur la figure 5, puis une deuxieme mesure en 
ouvrant les pixels correspondent a la seconde zone 
d' interet 26, comme illustre sur la figure 6. 

L'emploi d'une telle matrice 30 ' a 
transparence variable permet d' eviter 1' enregistrement 
systematique d'une image, en realisant par exemple les 
etapes suivantes : 

- enregistrement de 1' image du faisceau 
diffuse par 1' ouverture/f ermeture successives de tous 
les pixels de la matrice 30 en synchronisation avec la 
mesure effectuee par le mono-dStecteur, 

- analyse de 1' image et definition de la ou 
des zones d' interet permettant d' extraire 1' information 
specif ique, 

- enregistrement de tels parametres pour 
une utilisation ulterieure, 

- lors de 1' analyse d' un echantillon donne, 
ouvertures successives des regions definies lors de 
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1'etape d' analyse et enregistrement des resultats de 
mesures pour chacune de ces zones, 

- extraction de 1' information utile, 

- calcul du dosage.. 

5 Dans un troisieme mode de realisation 

illustre sur la figure 7, deux detecteurs mono-pixel 35 
et 36 observent chacun une region d' interet 25 ou 26. 
Deux moyens de formation d' image 37 et 38 sont places 
respectivement devant chacun de ces deux detecteurs 35 
10 et 36. La mesure du signal provenant de la premiere 
region d'inter§t 25 est faite avec le detecteur 35, 
celle pour la seconde region d' interet 26 est faite 
avec le detecteur 36. La zone 39 represente la trace 
fluorescente en vue' de face. 
15 invention permet d' adapter 1 r extraction 

du signal specif ique aux conditions d' experiences . Par 
exemple, si la cuve a bouge entre deux series de 
mesures, il est possible, par analyse automatique de 
1' image, de repositionner les regions d' interet de 
maniere automatique, operation impossible & effectuer 
avec un syst^me statique. - 
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Exemples de realisation de 1' invention 

Les trois exemples de realisation decrits 
25 ci-dessous correspondent respectivement aux trois modes 
de realisation definis pr<§cedemment . 

Dans un premier exemple de realisation 
illustre sur la figure 8, une source lumineuse 40, par 
exemple un laser pu une diode electroluminescente, 
excite, dans une cuve 41, le liquide contenant des 
molecules f luorescentes au travers d' optiques de mise 
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en forme non representees, et de divers accessoires 
tels qu'un obturateur 42, et un diaphragme 43. Un 
premier objectif 44, dispose par exemple 
perpendiculairement a la direction principale du 
faisceau lumineux, collecte une partie de ce faisceau 
lumineux, emis par les molecules fluorescentes dans la 
cuve 41. Un filtre d' arret 45 est dispose derriere le 
premier objectif 44, juste devant un second objectif 
46. I/association des objectifs 44 et 46 permet de 
former une image de la cuve 41 sur le detecteur d' image 
47 qui est relie a un systeme de commande et de 
controle 49. Pour une cuve 41 d'une largeur interieure 
de 1 cm, ce detecteur 47 pent etre un detecteur de 512 
x 512 pixels de 10 urn de c6te. Le premier objectif 44 
peut avoir une focale 50 mm et le second objectif 46 
une focale 25 mm. 

Dans un second exemple de realisation, 
illustre sur la figure 9, dont la configuration est la 
meme que celle de la figure 8 pour 1' excitation, on 
n' utxlise qu'un seul detecteur. Une matrice a 
transparence variable 56, qui peut etre une matrice a 
cristaux liquide ou une matrice de micro-miroirs, joue 
le r61e d'un diaphragme de champ. La matrice 5 6 peut 
etre remplacee par une fente mobile actionnee par un 
actuateur mecanique ou electro-mecanique, par exemple, 
un electro-aimant ou un moteur electrique. 

Dans un troisieme exemple de realisation 
xllustre sur la figure 10, la configuration pour 
exciter 1' interieur de la cuve 41 est la meme que pour 
la figure 8 et la configuration pour la collection de 
lunuere est la meme que pour celle de la figure 9. Deux 
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mono-d6tecteurs 50 et 51, par exemple des photo- 
multiplicateurs decales, permettent d' observer deux 
regions differents de la cuve 41. Devant chaque 
detecteur 50 et 51, une optique de reprise 52 et 53 
5 permet de former 1' image de la region d' interet sur un 
diaphragme de champ ' 54 et 55 qui limite la region 
observee. Un filtre d' arret' peut etre dispose avant, 
. dans ou derriere le diaphragme. La zone 56 represente 
la trace f luorescente . 
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BEVENDICATIONS 

1. Procede de dosage d'un echantillon 
biologique ou chimique, comportant une etape 

5 d' eclairement de 1' echantillon (10) au- moyen d'un 
faisceau lumineux (17) issu d'une source (11) , 

caracterise en ce qu'il compoirte, en outre, 
les etapes suivantes : 

~ ' realisation d'une image comprenant 
10 1' image du faisceau (18) diffuse par 1' Echantillon 
(10) , 

- analyse de 1' image selon des criteres de 

reference, 

- extraction d'une information specif ique a 
15 1' interaction faisceau lumineux/6chantillon, 

- calcul du dosage. 

2. Procede selon la revendication 1, .qui 
comporte une etape prealable d' introduction ■„ de 

20 1' echantillon (10) dans une cuve (12) dont toutes les 
faces sont transparentes . 

3. Procede selon la revendication 1, dans 
lequel la diffusion est une diffusion Raman, une 

25 diffusion par fluorescence, une diffusion moleculaire 
ou particulaire. 

4. Proced<§ selon la revendication 1, dans 
lequel 1' analyse consiste en 1' etude de la structure 

30 spatiale de 1' image et de la distribution de l'energie 
lumineuse dans cette image. ( 
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5. Precede selon la revendication 1, dans 
leguel le calcul du dosage se fait par rapport a un 
etalonnage entre la mesure d' energie lumineuse et la 
concentration ou la quantite d' echantillon . 

6. Precede selon la revendication 1, dans 
leguel le calcul du dosage se fait par rapport a 
1' analyse de la cinetique de la reaction biologique ou 
chimiaup _ 



10 chimique. 



7. Precede selon la revendication 1, dans 
lequel on definit one premiere zone d ' interet (25) 
autour de la zone de volume excite, et une seconde zone 
d' interet (26) disposee a c6te de cette premiere zone 
et on mesure le signal specifique en realisant la 
soustraction entre la somme de tous les pixels de la 
premiere zone (25) et la somme de tous les pixels de la 
seconde zone (26) . 



8. Dispositif de dosage d'un echantillon 
biologique ou chimique comportant une cuve (12), dont 
toutes les faces sent transparentes, centenant ledit 
echantillon (10) eclaire par un faisceau lumineux (17) 
25 issu d'une source (11), caracterise en ce qu'il 
comporte, en outre, des moyens optiques delivrant un 
signal-i.age de X . interaction faisceau 

lumxneux/echantillon, un dispositif d' enregistrement de 
la structure spatiale de cette ixnage (15), et des 
moyens de traitement (16) . 
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9. • Dispositif selon la revenciication 8, 
dans lequel la section de la cuve (12) est 
rectangulaire, carree, cylindrique ou elliptique. 

5 10. Dispositif selon la revendication 8, 

dans lequel la source (11) est un laser a gaz, un laser 
solide, une diode ' laser, une ' diode electroluminescente, 
une diode organique ou une lampe spectrale. 

10 11. Dispositif selon la revendication 10, 

dans lequel la lampe spectrale est une lampe halog£ne, 
a mercure, & xenon ou £ deuterium. 

12. Dispositif selon la revendication, 8, 
15 dans lequel, le dispositif d' enregistrement . de la 
• structure spatiale (15) est une camera CCD ou , un 
systdme a balayage. . 

.13. Dispositif selon la- revendication 8, 
20 dans lequel les moyens optiques (13) comprennent un 
systeme d'objectif muni d' un filtre d' arret. 

14. Dispositif selon la revendication 8 
dans lequel le dispositif d ? enregistrement de la 
25 structure spatiale comprend un mono-detecteur associe a 
une matrice de pixels a transparence programmable (56) . 

. 15. Dispositif selon la revendication 8, 
dans lequel le dispositif d' enregistrement de la 
30 structure spatiale comporte deux mono-detecteurs (50, 
51). ( 
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16. Application du procede selon l'ui 
quelconque des revendications 1 a 7 a la fluorescence. 
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